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Culture in vitro d'embryons zygotiques 
d~ cocotier (Cocos nucifera L.) 
Méthode, révisée et simplifiée, d'obtention de 
plants de cocotiers transférables au champ 
B. ASSY BAH (1), T. DURAND-GASSELIN (1), F ENGELMANN (2) et C. PANNETIER (3) 
Résumé. - Des améliorations ont été apportées à la technique de culture III wtro des embryons zygoliques de cocotier décnte dans nos 
articles précédents. La suppression de l'haustorium ~ur des embryons ayant dé\eloppé une gemmule de 2 à 4 cm a entraîné une meilleure survie 
des plants après leur passage sur sable. L'augmentation de la concentrat1on en saccharose dans le mtlteu a permis d'accélérer le développement 
des embryons. Dans ce cas, le système radiculatre rdrmé sam, adjonction d'auxines rhizogènes a été satisfaisant. On a obtenu ainsi, en 5 mois, 
des plantules vigoureuses ayant un développement ~armonieux après leur passage en conditions naturelles. 
INTRODUCTION 1 
Depuis plus de trente ans, de nombreux tr1,1vaux ont été 
effectués sur la culture in vitro des embryons Zygotiques de 
cocotier [Cutter et Wilson, 1954, Abrahams et Thomas, 
1962]. Des études ont ensuite été réalisées par l'équipe du Dr 
De Guzman sur les noix macapuno [De Guzman, 1970, Del 
Rosario et de Guzman 1976, 1981]. 
A la suite de ces travaux sur les noix macapuno ainsi que 
sur d'autres variétés de cocotier, des plantules entières ont 
été obtenues, mais il n'était plus fait état des résultats du 
transfert des plantules en conditions naturelles [Del Rosario 
et De Guzman, 1981; Fisher et Tsai, 1978, Gupta et al., 
1984] dans d'autres cas les plantules étaient mortes rapide-
ment par pourrissement [Iyer, 1981]. 
Dans nos articles précédents [Assy Bah, 1986; Assy Bah et 
al., 1987], nous avons décrit une technique de culture in vitro 
des embryons permettant l'obtention de plantules en 2 
étapes, le développement du système foliaire étant suivi par 
celui du système radiculaire en présence d' ANA (Acide 
Naphtalène Acétique). Cependant, le transfert et la crois-
sance de ces plantules en conditions naturelles posaient 
encore des problèmes importants. 
Nous présentons dans cet article les améliorations appor-
tées à la technique décrite précédemment. Elles concernent 
d'une part, la suppression de l'haustorium, dont la présence 
favorise la mort des plantules aprè!:i leur passage en prépé-
pinière [Lyer, 1981 ]. Cette suppression permettrait de rédmre 
le coût de la phase in vitro. En effet, l'embryon présente en 
culture in vitro une croissance importante du hmbe cotylé-
donaire [Assy Bah, 1986), ce qui nécessite rutilisation de 
tubes de culture de fort diamètre particulièrement coûteux. 
D'autre part, nous avons cherché à obtenir un développe-
ment simultané et harmonieux des systèmes foliaire et 
radiculaire qui permettrait l'obtention in vitro de plantules 
vigoureuses s'adaptant mieux aux conditions naturelles 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 
Matériel végétal et conditions de culture, 
Le matériel végétal utilisé était constitué d'embryons de 
semences PB 121 (hybnde de Nain Jaune Malais x Grand 
Ouest Africain) matures ou presque (11 à 12 mois après la 
fécondation). Les méthodes de prélèvement et de culture in 
rrtro des embryons ont déjà fait l'objet de descriptions 
détaillées [Assy Bah, 1986; Assay Bah et al, 1987]. On peut 
rappeler cependant que le milieu de base est constitué par les 
éléments de la formule de Murashigc et Skoog (1962), des 
vitamines de Morel et Wetmore (1951), de 41 mg/! de 
complexe Fe-EDTA, de 100 mg/1 d'ascorbate de sodium, de 
saccharose, de 8 g/1 d'Agar et de charbon actif à la concen-
tratton de 2 g/1. Le pH du milieu est ajusté à 5,5 avant 
autoclavage. Le miheu de culture est réparti dans des tubes 
de 24 x 150 mm à raison de 20 ml par tube. Ils sont stérilisés 
par autoclavage pendant 20 mm à 110 °C. Les embryons 
sont placés à 27 °C et maintenus à l'obscurité jusqu'à la 
sortie de la gemmule. Ils sont ensmte éclairés 12 heures par 
24 heures (3 000 lux). 
Méthode expérimentale. 
L'étude de l'influence de la suppression de l'haustorium 
sur le développement des embryons a été réalisée selon le 
protocole suivant. Les embryons entiers ont été placés sur le 
milieu décrit précédemment contenant 20 g/1 de saccharose, 
jusqu'à l'appantion d'une gemmule de 2 à 4 cm ou d'une 
feuille étalée. L 'haustonum a alors été supprimé en coupant 
au niveau de l'étranglement qui sépare le pétiole cotylédo-
naire de J'haustonum. Les embryons ayant une gemmule de 
2 à 4 cm ont été divisés en 2 lots. Une moitié a été repiquée 
sur le miheu standard, l'autre sur un miheu rhizogène 
contenant 20 mg/1 d'ANA et 60 g/1 de saccharose. Les 
embryons ayant une femlle étalée ont été placés sur le milieu 
standard. Les cultures ont été repiquées tous les mois. 
Méthode de sevrage. 
Les plantules débarrassées de leur milieu nutritif ont été 
mises dans des bacs de sable désinfecté par autoclavage. 
L'utilisation d'une cloche plastique pendant les deux premiè-
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res semaines, a permis le maintien d'une humidité saturante. 
, Elles ont été arrosées à l'eau pendant 1 mois puis une 
solution nutritive (définie ci~dessous) leur a été apportée tous 
les deux jours. Après 2 mois sur sable, les pantules ont été 
transférées sur du terreau de forêt. 
Composition de la solution nutritive 
utilisée pour le sevrage des plantules mg/1). 
KNOJ 
Ca (N03)', AH20 
KH,P04 
MgS04 , 7H,O 
(NH4),S04 
Kcl 
H 3B03 
MnS04 , H,O 
ZnS04 7H20 
(MH4)6M07 0 24, 4H,O 
H2S04 
Cu S04 , 5H20 
EDTA 
FeS04 , 7H20 
RÉSULTATS 
274 
1 095 
137 
274 
137 
2,74 
3 
1,7 
2,74 
2,74 
0,137 
1,37 
26,1 
24,9 
Influence de la suppression de l'haustorium sur l'évolu-
tion de l'embryon. 
La suppression de l'haustorium des embryons ayant une 
feuille étalée a entraîné un taux de mortalité à 3 mois 
nettement plus élevé que pour des embryons ayant une 
gemmule de 2 à 4 cm (Tabl. I). Ces derniers ont présenté un 
taux de mortalité équivalent à celui d'embryons entiers au 
même stade de développement. Les embryons avec une 
gemmule de 2 à 4 cm se sont développés sur milieu standard 
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malgré l'ablation de leur haustorium; après 5 mois de 
culture, le nombre de ces embryons ayant une feuille étalée 
(29/33) n'a pas été significativement différent de celui 
observé chez les embryons entiers (32/33). Les observations 
ont également montré que le traitement à J'ANA des 
embryons au stade gemmule 2 à 4 cm n'avait pas inhibé le 
développement foliaire mais, au comaire, avait permis le 
développement simultané des systèmes foliaire et radiculaire. 
L'embryon, privé de son haustorium lorsque la gemmule a 
entre 2 et 4 cm de long, s·est développé normalement in vitro 
et a donné des plantules de petite taille. Dans un autre essai, 
des embryons entiers ou sans haustorium ont été traités à 
l'ANA pour leur enracinement. Après leur transfert en 
conditions naturelles de culture, le taux de survie des plan-
tules sans haustorium, a été de 92 p. 100 (67 /73) après 2 m01s 
de prépépinière, résultat très positif par rapport aux 49 
p. 100 (22/45) observés sur des plantules avec haustorium. 
Cependant, après quelques mois de culture en conditions 
naturelles, la croissance des plantules avec ou sans hausto-
rium est restée lente. 
Effet de la teneur en saccharose sur la croissance et le 
développement des embryons. 
Des essais préliminaucs nous ont permis d'observer 
qu'une augmentat10n de la concentration en saccharose dans 
le mllieu de culture a entraîné un développement plus rapide 
des embryons, en particuher au mveau du système racinaire 
qui s·est formée sans utilisation d'auxines rhtzogènes. Nous 
avons donc voulu, dans une deuxième partie, préciser les 
concentrations optimales de saccharose et observer le déve-
loppement m vivo de ce nouveau type de matériel, dont le 
système radiculaire s'est développé sans apport d'ANA. 
Après leur prélèvement et leur désinfect10n, les embryons 
ont été placés sur des milieux contenant 20. 30, 60, 90 ou 
120 g/1 de saccharose. Après 2 mois de culture, les embryons 
TABLEAU I. - Développement des embryons, u·ec ou sans haustorium, en fonction du milieu de culture utilisé 
( Embryo development, wish a without haustorium, depending on the culture medium used) 
Embryons Embryons 
Embryons Embryons 
sans haustormm sans haustorium 
Maténcl entiers ( Embr,ws ( Embryos sans haustorium (Matena!) (Whole wzthout w1thout ( Embn·os 1,nthout 
embryos) haustrmum) haustonum) haustonum) 
Etat de développement gemmule 2 à gemmule 2 à 1 feuille étalée gemmule 2 à 4 cm 
(Stage of developmenl) 4cm 4cm ( 1 un Jurled leaf) 
Milieu de culture standard standard standard 
enracmement 
(Culture medmm) (rooting) 
Taux de mortalité à 3 mois 
(Mortaiity rate at 3 months) 0% 0/49 (1) 2% l/49 (l) 
74% 34/46 0% 0/54 
Pourcentage d'embryons ayant une feuille à 3 mois 
( Percentage of embryos with a leaf at 3 months) 97 % 32/33 (l) 24% 8/33 (1) 
~ 78 % 42/54 
Pourcentage d'embryons ayant une feuille à 5 mois 97 % 32/33 88 % 29/33 ( Percentage of embryos wlfh a leaf al 5 months) 
~ 92% 50/54 
Nombre de plantules ayant une racine et une feuille 
5 mois 24% 8/33 18 % 6/3 - 74% 40/54 
(Number ofpianthets w1sh a root and a leaf at 5 months) 
(1) Dîffcrences d'effectifs dues à une contamination de 32 % des embryons entre O et 3 mois de culture (Di/ference m mmrbers due /0 32 % embryo beti~een 1 and 
3 monlhs cull11rîng) 
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cultivés sur 90 g/1 de saccharose ont été partagés en 2 lots . 
une moitié a été laissée sur le même milieu, l'autre repiquée 
sur 60 g/1 de saccharose. 
A) Développement in vitro. 
- Vitesse de germination 
L'observation du tableau II montre qu'une augmentation 
de la concentration en saccharose jusqu'à 60 g/1 a penms 
d'accélérer la germination. En effet, dans cette condition, 
70 p. 100 des embryons ont germé après 1 mois de culture 
contre 44 p. 100 sur le milieu standard, alors que la plus forte 
concentration en saccharose (120 g/1) ralentit la germination. 
Mais à 3 mois de culture, l'augmentation de la concentration 
de saccharose jusqu'à 120 g/1 s'avère sans effet sur le taux de 
germination. 
- Croissance de la gemmule 
Pour des milieux contenant 20, 30, 60, 90 g/1 de saccha-
rose, des plantules ont été obtenues après 5 mois de culture ; 
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celles cultivées sur 60 et 90 g/1 de saccharose présentaient un 
bulbe plus gros et plus vigoureux que celles entretenues sur 
20 et 30 g/1 de saccharose (Fig. 1). L'émission des feuilles a 
été retardée et parfois même inhibée lorsque les embryons 
ont été cultivés sur 120 g/1 de saccharose (Tabl. III). A cette 
concentration la croissance de la gemmule est très lente et le 
bulbe est hypertrophié (Fig. 1). L·influence défavorable des 
fortes concentrations en saccharose a été confirmée en 
observant la croissance de la gemmule des embryons sur la 
séquence 90-60 g/1 de saccharose. Il s'est avéré que l'accrois-
sement en longueur de ces derniers est 3 fois plus élevé que 
celui des embryons ayant évolué sur 90 g/1 de saccharose 
(résultats non présentés). 
- Vitesse d'apparition de la racine 
On a observé que plus la concentration en saccharose 
augmente dans le milieu de culture, plus le nombre de racines 
émises est important (Tabl. IV). A 2 mois de culture, le 
nombre de plantules ayant plusieurs racines bien dévelop-
T AB LEAU IL - Evolution du taux de germination des embryons en fonction de la concentration en saccharose du milieu de culture 
- ( Evolution of embryo germination rates according w s11crose concentratwn in culture medium) 
Concentration en saccharose du milieu de culture (G/L) 
(Sucrose concentration in culture medium - g/l) 
Durée en mois 20 30 ( Length in months) 60 90 120 
26/59 44% 20/49 41 % 40157 70% 20/52 38 % 0/12 0% 
2 52/59 88% 36/49 73 ~~ 53/57 93 % 49/52 94% 8/12 67 % 
3 57/59 97% 49/49 100 % 56/57 98 % 49/52 94% 11/12 92 % 
4 59/59 100 % 49/49 100% 57/57 100 % 50/52 96% 12/12 100% 
TABLEAU III. - Développement du système foliaire des embryons, après 4 mois de culture, en fonction de la concentration en 
saccharose du milieu - ( Embryo leaf system development, after 4 month 's culturing, according to sucrase concentration in culture 
medium) 
Concentration en saccharose (g/1) (Sucrase concentralwn) 
% d'embryons avec au moins une feuille (% of embryos with al least one leaf) 
20 
27/59 
46 % 
30 
24/49 
49% 
60 
30/57 
53 % 
90 
9/18 
50% 
120 
1/12 
8% 
90/60 
18/34 
53 % 
TABLEAU IV. 
- Développement du système racinaire des embryons en fonction de la concentration en saccharose du milieu -
( Embryo root system development according to sucrose concentration in culture medium) 
Concentration du milieu en saccharose (g,'l) (Sucrose concenlratwn in medium - g/J) 
20 30 60 90 120 90/60 
Durée 1 racine Plusieurs racines 1 racine Plusieurs 1 racme Plusieurs l racine Plusieurs 1 racme Plusieurs l racine Plusieurs ( Length) ( 1 root) ( Severa/ roots) racines racines racines racines racines 
2 mois 28/59 0/59 25/49 0/49 35/57 14/57 13/18 4/18 9/12 4/12 27/34 4/34 (months) 47% 0% 51 % 0% 61 '% 24% 72% 22% 75% 33 % 79% 12 % 
3 mois 52/59 30/59 0/49 6/49 27/57 27/57 8/18 10/18 7/12 5/12 24/34 7/34 88 % 0% 61 % 12 % 47% 47% 44 o;. 55 % 58% 42% 70% 20% 
4mois 52/59 0/59 37/49 6/49 25/57 30/57 5/18 13/18 5;12 7/12 22/34 12/34 88 % 0% 75% 12 % 44% 53% 28 % 72 % 42% 58 % 65 % 35 % 
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FlG 1. - Plantules obtenue~ aur (de g.iuchc a Jrrnlc) 20, 30 60, 90 cl 
120 g/l de ~accharose à 4 mm~ de culture m vitro- Plant/el~ obtmned on (jrom 
lef1 to nght): 20, 30, 60, 90 and 1201;/I of sucrose, 4 months after the sturl of 
in vitro wlrnrmg) 
FIG 3. - Dé,,.cloppcmcnt, aprês 2 moi~ de sevrage sur sable, de plantules 
obtenues sur un mtheu contenant 60 g/1 de saccharose sans tnutement à 
l'ANA- ( Developmenl, ajler 2 months' weaning on sand, oj pkmtle/s ohtamed 
on a medium conlaming 60 g/l of sucrase, w11hout NAA treatmenl). 
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1-](_j 2 P\.in(ull' obtcnuc ~lll (,1) g,I ,k \itu:h.irn\l' i1 4 ll101\ de culture 111 
11/10 r P/11111/cr o/o10111cd mi 6/1 g ! o/ 1111m1c, ../ n1,m1/i, a/11•1 rlw .11,irl of 111 
Vl(t1l r'////111 Ill~ 1 
FIG 4 - Dé,,.doppcmcnt du ~y~tCmc racinaire de pl<111Lulc~ culllvccs m 
}Îtro wr 60 et 20 g/1 de saccharose aprè8 2 mois de sevrage (de gauche d. droile) 
- Roo/ sysœm dn'C!opment of pfantlets grown m vitro on 60 and 20 g/l oj 
sucra ie, 2 months after weanmg - from left ro nKhf). 
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TABLEAU V. - Survie et développement des p]antules après leur passage in vivo en fonction de la concentration en saccharose 
du milieu de cu1ture 
( Plant/et survival and development a/fer transfer in vivo, according to sucrose concentration in the culture medium) 
Concentration en saccharose (g/1) 20 (Sucrose concentratwn - g/1) 
% de plants sevrables 
5/51 10% (% of weanable plants) 
Taux de survie à 2 mois 
4/5 80 "lo (Surv1val rate at 2 months) 
Taux de survie à 6 mois 
4/5 80 % ( Survtval rate at 6 months) 
Nombre moyen de feuilles émises en 6 mois 3 ( Mean number of leaves emitted m 6 months) 
pées est élevé, pour des concentrations en saccharose supé-
neures ou égales à 60 g/1. Cependant, on observe une 
hypertrophie du système radiculaire avec 120 g/1 de saccha-
rose (Fig, 1), 
A 4 mois de culture, les plantules ayant le développement 
le plus satisfaisant sont celles cultivées sur 60 g/1 de saccha-
rose (Fig. 1 et 2). Cependant, les plantules obtenues sur 
90 g/1, qui présentent à 4 mois un léger retard, auront un 
comportement équivalent lors de leur passage en condit10ns 
naturelles. 
B) Développement des plantules en conditions naturelles. 
Après 5 mois de culture in vitro, le pourcentage de plan-
tules transférables en conditions naturelles, c'est-à-dire 
présentant au moins une feuille étalée et une ou plusieurs 
racines dont la principale a au moins 3 cm de long, est très 
faible pour les concentrations en saccharose les plus basses 
(TabL V). Après 2 mois de sevrage sur sable (Fig, 3), les 
plantules obtenues sur 60 et 90 g/1 présentent beaucoup plus 
de racines absorbantes que celles obtenues avec des concen-
trations plus faibles (Fig. 4). De plus, ces plantules se 
développent beaucoup plus vite que celles obtenues sur 20 g/1 
de saccharose; en effet, la vitesse d'émission est de 5 feuilles 
en moyenne en 6 mois. Les feuilles obtenues sur 60 et 90 g/1 
de saccharose ont une morphologie de type bifide (Fig. 5). 
comme celle observée au cours d'une germinat10n nalurelle. 
4,36 
3·4 
24 
JO 60 90 90/60 
Il% 38/52 73% 11/18 58 % 11/25 44% 
75 % 36/38 95% 7/11 64% 10/11 91 % 
50% 35/38 92% 6/11 54% 10/11 91 % 
4 5 5 6 
DISCUSSION ET CONCLUSION 
Avec la méthode décrite dans les articles précédents, nous 
avons obtenu des plantules, présentant une croissance in 
vitro lente, pour l'enracinement desquelles l'empl01 d'ANA a 
été obligatoire. De plus, ces plantules transférées en condi-
tions naturelles sont mortes rapidement ou ont eu une 
croissance très lente. Cette croissance ralentie pourrait être 
due à un effet mh1biteur de l'ANA apporté pendant la phase 
in vitro sur le développement ulténeur du système radiculai-
re. Sachant que la réussite du transfert des plantules en 
conditwns naturelles est une étape indispensable à l'utilisa-
tion de la culture in vitro pour la collecte et les échanges de 
germplasm de cocotier, des améliorations ont été donc 
apportées au procédé de culture in vitro des embryons 
zygotiques de cocotier grâce à plusieurs mod1:fications. 
La suppression de l'haustonum après 3 mois de culture 
des embryons. lorsque la gemmule a 2 à 4 cm de long, a 
permis d'améliorer le taux de survie des plantules sur sable 
car fon n'observe plus de pourrissement du bulbe. De plus, 
le d6veloppcmcnt de l'embryon en plantule a pu être réalisé 
dans des tubes de dirnens10ns standard (24 x 240 mm) au 
lieu de tubes à fort diamètre (35 x 240 mm). La surface 
d'étagères en chambre de culture est réduite et l'on diminue 
ainsi très sensiblement le coût de production des plantules. 
L'augmentat10n de la quantité de saccharose dans le milieu 
jusqu'à 60 ou 90 g/1 a permis d'obtemr des plantules vigou-
FIG 5 - Devcloppemenl des plantules aprè~ 6 mOJ~ en conditions naturelle~, en fonction de l.i concentr.it10n en ~accharosc du milieu de cullurc m vitro (de 
gauche à droite: 90, 60, JO et 20 g/1) (- Plant/et development afier6 mmuh~ rmder narural condrtwns, accordmg ro sucrose con(entratwn m the m vitro culture medmm 
- from left to nght 90, 60, 30 and 20 g/l). 
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prem1ere feuille, comme a:u cours de la germination de la 
noix. De plus, le développement des feuilles et des racines a 
été simultané. L'émission rapide des racines in vitro a pu 
cependant, en· présence d'une trop forte concentration de 
saccharose, entraîner une hypertrophie du bulbe et des 
racmes, qui a ralenti le développement du système foliaire. 
En présence de faibles concentrations en sucre, la formation 
du système racinaire a nécessité l'emploi d'ANA qui a été 
défavorable au développement des plantules en conditions 
naturelles Le développement simultané des ferulles et des 
racines sur 60 ou 90 g/l de saccharose a permis de raccourcir 
la durée de culture in vitro des plantules d'environ 2 à 3 mois. 
On a obtenu des plants sevrables 5 mois après la mise en 
culture des embryons. Enfin, il a été montré par ailleurs que 
l'utilisation de milieux plus riches en sucre, lors de mises en 
culture en conditions de prospection, n'entraînait pas d'aug-
mentation du taux de contammation. 
Ainsi, les conditions de culture in vitro des embryons 
zygotiques de cocotier sont maîtrisées. Le développement de 
l'embryon en plantule se fait sur un seul milieu de culture 
avec suppression de l'haustorium à 3 mois. Après 5 m01s de 
culture in vitro, 73 p. 100 des plantules ont été transférées en 
condit10ns naturelles. Le taux de survie à 6 mois a été de 
92 p. 100 et la vitesse d'érrnss10n des feuilles (5 feuilles en 
6 mois) est équivalente à celle observée chez une germination 
de graine. Après leur transfert au champ, les plantules ont un 
développement normal (Fig. 6). 
FIG 6. - Développement au champ d'une plantule m vuro 2 <1ns après la 
sortJe de tube - ( Developmen.t m the field of a plant/et obtamed m vitro. 
2 years aj)er removalfrom the tube) 
Ces résultats permettent, dès maintenant, de proposer une 
méthode simplifiée (Fig. 7) de culture in vitro d'embryons 
zygotiques de cocotier permettant l'obtention de plantules 
vigoureuses ayant un développement harmonieux en condi-
tions naturelles. reuses et nettement moins étiolées que celles obtenues dans 
les conditions précédentes. D'autre part, le système racmaire 
s'est formé sans apport d'auxme avant l'ouverture de la 
Remerciements. - Ce travail a pu être réalisé grâce au soutien 
financier de /'!BPGR, 
Travaux effectués (Work carried out) 
Mise en culture d'une centaine d'embryons matures sur un 
milieu contenant 60 g/1 de saccharose ( Around 100 embryos 
cultured on medium contaimng 60 g of sucrose) 
Repiquage (Transfer) 
Repiquage 
Suppression de l'haustorium Repiquage ( Haustrium ellm1-
nated) 
Repiquage 
Transfer en prépépinière sur sable (Transfert to prenursery 
on sand) 
Transfert en prépépmière sur terreau (Transfer to prenur-
sery on ieaf mou/d) 
Transfert au champ (Transfer on the field) 
Résultats ( Results) 
% Effectifs ( Effechves) 
5 à 20 % de contamina-
tion (Contamination 
rate) 
70 à 90 % de germination 
(germmation rate) 
73 à 90 % de plantules 
sevrables (73 to 90 % of 
plant/ets suitable for 
weaning) 
92 à 98 % des plants 
transférables (92 to 98 % 
of plants suitable for 
rransjer) 
100 % des plants transfé-
rab. ( 100 % of plants 
suit able for transfer) 
100 
80 à 95 
56 à 86 
41 à 77 
38 à 75 
38 à 75 
Durée de culture 
(Time) 
1 mois ( month) 
2mois 
3 m01s 
4m01s 
5 mois 
7 mois 
11 mois 
FIG 7 - Représentation schématique et performances du procédé de culture i11 vitro des embryons matures de cocotier - ( Schematic representation and performance 
of the mature coconut embryo m vitro culture process). 
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RESUMEN 
Cultivo in vitro de embriones zigo'ticos de cocotero (cocos 
nucifera L.) Método revisado y simplificado de obtencio'n 
de plantones de cocotero que puedan transferirse al campo. 
B ASSY BAH, T. DURAND-GASSELIN, F. ENGELMANN, C. 
PANNETIER, Oléagineux, 1989, 44, N° 11, p. 515-523 
La técnica de cultivo in vitro de embriones zig6ticos de cocotera 
que se descnbi6 en nuestros articulas anleriores se ha mejorado Sc 
supnrru6 el haustono en embriones que desarrollaron una gémula 
de 2 a 4 cm, lo cual meJor6 las condic1ones de supervivenCJa de los 
plantones después de haberse transfendo a arena. El aumento de la 
concentrac16n de sacarosa en el media produjo una acelaraci6n del 
desarrollo de los embriones. En ta] casa. el sistema radicular 
formado sin agregarse auxinas riz6genas result6 satisfactono. Asi se 
obtuvo en un plazo de 5 meses plântulas vîgorosas con desarrollo 
harmomoso después de pasarlas a condiciones naturales . 
The in vitro culture of coconut (Cocos nucifera L.) zygotic 
embryos. Revised and simplified method for obtaining coco-
nut plantlets suitable for transfer to the field 
B. ASSY BAH (1), T. DURAND-GASSELIN (1), F. ENGELMANN (2) and C. PANNETIER (3) 
INTRODUCTION 
For over tlnrty years, much work bas been carried out on the m 
vitro culture of cocon ut zygol!c embryos [Cutler and Wilson. 1954 
Abrahams and Thomas, 1962]. Dr De Guzman's team then conduc-
ted stud1es ofmacapuno nuts [De Guzman, 1970: Del Rosano and 
De Guzman 1976, 1981]. 
FoUowmg this work on macapuno nuts and olher coconul 
varieties, whole plantlets were obtained, but e1ther no results were 
(!) JRHO/CIRAD La Mé statmn - 13 B P 989 Ab1dJan 13 Côte d'lvmre. 
(2) ORSTOM, B P 5045, 34032 Montpelltcr Cedex France. 
(3) IRHO/CIRAD. Cellular 81ology Laboratory - INRA. Centre de 
Versa1tlcs, 78026 Versailles Cedex France. 
gîven for plantlet transfer lo natural condit10ns [Del Rosano and De 
Guzman. 1981: Fisher and Tsaî, 1978; Gupta et al, 1984] or the 
plantlets rotted and died rapidly [Iycr, 1981]. 
ln our prev1ous articles [Assy Bah, 1986 ; Assy Bah et al., 1987] 
[3]. we dcscnbed an m l'llro embryo culture technique which made it 
possible to o btatn plantlets m two stages, with leaf system develop-
ment followed by rool system devclopment m the presence ofNAA 
(:'.'faphthalenc Acel1c Acîd) However, transfernng the plantlets to 
natural conditions, and thelf subsequent growth, still posed major 
problems 
This article sets out the 1mprovements made ta the technique 
described previously. These concern the eliminatlon of the hausto-
num, ,,-...hase presence is more likely to lead to plantlet death after 
transfer to the prenursery [Iyer, 1981). Ils elinunatîon means that the 
cost of the m vllro phase can be reduced. In fact, the cotyledonary 
lamma grows s1gmficantly in in vitro culture [ Assy Bah, 1986], which 
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necessitates the use of particularly costly, large diameter culture 
tubes In addition, we have attempted ta obtam s1multaneous and 
harmonious development of the leaf and root systems, to enable in 
vitro production of sturdy plantlets more capable of adaptmg to 
natural conditions. 
MATERIAL AND METHODS 
Planting material and culturing conditions. 
The plantmg material used cons1sted of embryos from PB 121 
seednuts (Malayan Yellow Dwarf x West Afncan Tall hybrid), 
either mature or almost (11 to 12 months after pollmation) The 
methods for embryo sampling and in wtro embryo culture have 
already becn described in detail [Assy Bah, 1986 ; Assy Bah et al., 
1987) lt should be rcmembered, however. that the basic medium 
comprises Murashige and Skoog·s minerai solut10n (1962), Morel 
and Westmore's vitamin compound (1951), 41 mg/lof Fe-EDTA 
complex, 100 mg/1 of sodium ascorbate. sucrase, 8 g/1 of agar and 
2 g/1 of activated charcoal. The pH 1s adjusted to 5.5 and the 
medmm 1s then placed in an autoclave. 20 ml of medium are placed 
m each 24 x 150 mm tube The tubes are sterilized in the autoclave 
for 20 minutes at 110 °C The embryos are placed at 27 °C and kept 
m the dark until the gemmule emerges. They are then e-xposed to 
light for 12 out of every 24 hours (3,000 lu\.). 
Experimental method. 
A study of the effect on embryo development of eliminatmg the 
haustorium was carried out in the following way. The whole 
embryos were placed on the medium descnbed above, contammg 
20 g/l of sucrase, until a 2 to 4 cm gemmule or an unfurled leaf was 
obtamcd. The haustormm was then eliminatcd by cutting at the 
constriction separating the cotyledonary petiole from the hausto-
rium. Embryos with a gemmule 2 to 4 cm long were split mto 
2 batches. Half were transferred ta the standard medium, half to a 
rootmg medium containing 20 mg/1 of NAA and 60 g/1 of sucrose. 
Embryos with an unfurled leafwere placed on the standard medrnm. 
The embryos were transferred monthly. 
Weaning method. 
Once removed from the culture medium, the plantlets were placed 
on sand, stenhzed beforehand in an autoclave. Usmg a plastic 
cloche during the first two weeks made 1t possible Lo mamtain 
maximum relative humidity conditions. They were watered w1th 
water atone for the first month, and then a nutrittve solution 
(descnbed below) was applied every two days. After two months on 
sand, the plantlets were transferred ta forest leaf mould. 
Corn.position of the nutritive solution 
used for wcamng plantlets (rn.g/1). 
KN01 
Ca (N03)2 4H20 
KH2P04 
MgS04 7H20 (NH,),SO, 
KCI 
H 3B03 
MnS04 H20 
ZnS04 7H20 (NH,) 6MO,O,. 4H,0 
H2S04 
CuS04 5H20 
EDTA 
FeS04 7H20 
RESULTS 
274 
1 095 
137 
274 
137 
2 74 
3 
1. 7 
2.74 
2.74 
0 137 
1.37 
26.1 
24.9 
The effect on embryo deYelopment of elirninating the hausto-
rium. 
Eliminating the haustorium on embryos with one unfurled leaf 
resulted m a mortahty rate at 3 months markedly htgher than for 
embryos with a gemmule 2 to 4 cm long (Table I) The latter had a 
mortalîty rate equîvalent to that for whole embryos at the same 
stage of development. The embryos w1th a gemmule 2 to 4 cm long 
developed on the standard medmm, desptte having the1r haustona 
removed; after 5 months' cultunng, the number of such embryos 
wtth one unfurled ]eaf (29/33) dtd not differ significantly from that 
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observed w1th whole embryos (32/33). Observations also showed 
that treating embryos with au-xin at the 2 to 4 cm gemmule stage had 
not inhib1ted leaf development but, on the contrary had enabled 
s1multaneous leaf and root system developmen1. 
Those embryos which had their haustona removcd when the 
gemmule was 2 to 4 cm long dcveloped normally in vitro, and 
produced smalt plantlets. ln another tnaL whole embryos and 
embryos wtth their haustona removed were treated with NAA to 
encourage rootmg. After transfer ta natural cond1ttons, the surv1val 
rate for plantlets w1thout haustorîa was 92 % (67 /73) after two 
months in the prcnursery, a very positive result compared with the 
49 % (22/45) observed for plantlets wîth haustoria. However, after 
a few months under natural conditions. plantlet growth, bath with 
and withoul haustona remained slow 
The effect of sucrose content on embryo growth and develop-
ment. 
Prehmmary trials demonstrated that increasing the sucrosc 
concentration of the culture medmm led to faster embryo dcvelop-
ment, particularly the root system, which formed w1thout rooting 
auxm apphcations. Wc then wished to ascertam the optimum 
sucrase concentrations and observe the in vivo development of this 
new planting material, whosc root system developed w1thout NAA 
applications. 
After sampling and dtsinfection, the embryos were placed on 
media eontaining 20, 30. 60, 90 and 120 g/1 of sucrose. After 
2 months' culturmg, the embryos cultured on 90 g/1 of sucrose were 
spht rnto 2 batehes half were left on the same medmm, half 
transferred to 60 g/1 of sucrase. 
A) In vitro development. 
- Germination rate 
Table II shows that mcreasing the sucrase concentration to 60 g/1 
made it possible to speed up genninatlon. In fact, under these 
conditions, 70 %1 of the embryos had germinated after 1 month's 
cultunng, as agamst 44 % on the standard medium. The highest 
sucrase concentrat10n (120 g/1) slows germination, buL on 3 months' 
culturîng, mcreasing the sucrase concentration to 120 g/1 proved to 
have had no effect on germination. 
- Gemmule grawth 
For media contaming 20, 30, 60 and 90 g/1 of sucrose, plantlets 
were obtamed after 5 months' culturmg; those cultured on 60 and 
90 g/1 of sucrase had a larger and more sturdy root bulb than those 
maintained on 20 and 30 g/1 of sucrase (Fig. 1) Leaf enussion was 
delayed and sometimes even blocked with embryos cultured on 
120 g/1 of sucrase (Table III). At this concentrat10n, gemmule 
growth was very slow and the root bulb hypertrophied (Fig. l). The 
negative effect of high sucrase concentrations was confinned by 
observing the gemmule growth of the embryos on the 90-60 g/1 
sucrase sequence It transp1red lhat they grow three ttmes faster 
than those of embryos on 90 g/1 of sucrase (results not shown). 
- Speed of root ermss1on 
TL was noted that the higher the sucrose concentration m the 
culture medium, the more roots were emitted (Table [V). After 2 
months' culturmg, the number of plantlcts with several welldevelo-
ped roots was high for sucrose concentrations of 60 g/1 or more. 
However, the root system was seen to hypertraphy wtth 120 g/l of 
sucrase (F 1g 1) 
After 4 months' culturing, the most satisfactory grawth was 
observed with plantlets cultured on 60 g/1 of sucrase (Fig. l and 2). 
However_ the plantlets obtaincd on 90 g/1, whtch wcrc shghtly 
behmd at 4 months, perfonned equally well when transferred to 
natural condît10ns. 
B) Plantlet development under natural conditions. 
After 5 months' in vitro culture, the percentage of plantlets 
suitable for transfcr to natural conditions. i.e. with at lcast one 
unfurled leaf and one or several roots, the principal root bemg at 
least 3 cm long, was very low for the lowest sucrase concentrat10ns 
(Table V). After 2 months· weaning on sand (Fig 3), the plantlets 
obtained on 60 and 90 g/1 had many more absorbmg raots than 
th.ose obtained on lower concentrations (Fig. 4). In add1t10n, these 
plantlets developed mueh faster than those obtained on 20 g/1 of 
sucrase; in fact. the average rate of cnuss1on was 5 leaves in 
6 months. The leaves obtained on 60 and 90 g/1 of sucrase had a 
bifid type morphology (Fig. 5), as would be seen with natural 
germination. 
DISCUSSION AND CONCLUSION 
Using the method described in previous articles, we obtained 
plantlets w1th slow growth m vitro, which needed NAA apphcat10ns 
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to ensure rooting ln addition, once the plantlets were transferred to 
natural conditions, they either <lied raptdly or grew very slowly. This 
slow growth may have been due to the inhibitory e:ffect on future 
root system development of the NAA applied dunng the in 1,ifro 
phase. Given that the successful transfer of plantlets to natural 
conditions is an essentiel stage m using in vitro culture for coconut 
germplasm collection and exchanges, the in vitro culture techmquc 
for coconut zygotic embryos was 1mproved through scveral modi-
fications. 
Ehminating the haustonum after 3 months' embryo cultunng, 
when the gemmule was 2 to 4 cm long, increased the plantlet 
surv1val rate on sand, smce the root bulbs did not rot. Furthermore, 
embryo development into plantlets was possible m standard s1zed 
tubes (24 x 240 mm) rather than large diameter tubes 
(35 x 240 mm). Shelf space in the culture room, hence plantlet 
production costs, were reduccd markedly. Increasing the sucrase 
concentration in the medium to 60 or 90 g/1 made 1t possible to 
obtain sturdy plantlets, sigmficantly less etlolated than those obtai-
ned under previous culture conditions. In addition, the root system 
formed without aux.in applications before the first leaf unfurled, as 
w1th nut germination, and leaf and root development was s1multa-
neous However, rapid m vitro root emission may have been 
respons1ble for hypertrophted root bulbs and roots when sucrase 
• 
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concentrations were too high, wh1ch slowed down leaf system 
development. In the presence of low sucrose concentrat10ns, NAA 
was nece~sary for root system formation, but provcd unfavourable 
la plantlet development under natural condihons. Simultaneous leaf 
and root development on 60 and 90 g/1 of sucrase meant that the in 
vitro culture penod could be shortencd by around 2 to 3 months. 
Plants sui table for weaning wcre obtained 5 months atter the start of 
embryo culture. Lastly, 1t has been shown elsewhcre that usmg 
media with h1gher sucrase contcnti, for culturmg under survey 
conditions does not mcrease the contammation rate 
The conditions for the m vitro culture of coconut zygottc embryos 
have now been mastered. Embryo development into plantlets îs 
obtaîned on a single culture medium, w1th the haustormm removed 
at 3 months After 5 months' in vitro culturmg, 73 % of the plantlets 
were transfcrred to natural conditions. The surv1val rate at 6 months 
was 92 (Yo, and the leaf em1ssion rate (5 leaves m 6 months) 
equivalent ta that observcd wîth seednut gcnnination. Aftcr 1ransfer 
to the field, plantlets developed normally (Fig. 6). These results 
:-nean that it is now posstble to propose a sîmplified method (Fig. 7) 
:-or the in vitro culture of coconut zygotlc embryos, enabling sturdy 
plantlets to be obtained with develop harmonîously under natural 
conditions. 
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